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Resumen 
O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com extrato etanólico de 
Pterodon pubescens no reparo de defeito femoral em ratas ovariectomizadas. Foram 
utilizadas ratas Sprague – Dawley de 2 meses ≈ 200 g (protocolo CEUA-UNICAMP nᵒ 4358-
1). A osteoporose foi induzida por ovariectomia bilateral (OVX) e sua eficácia foi confirmada 
por microtomografia (µCT). O tratamento oral com o extrato etanólico de Pterodon 
pubescens (EEPp) nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg ocorreu por 93 dias consecutivos. Para 
avaliação do reparo por µCT e histologia, um defeito ósseo foi induzido 90 dias pós-OVX por 
osteotomia (OST) femoral. Foram realizados testes de von Frey eletrônico (hiperalgesia 
mecânica/dor), Open-field (locomoção espontânea) e Rotarod (locomoção forçada), bem 
como monitorados peso e ingesta de ração e água. Foram realizadas análises toxicológicas 
no soro e em órgãos vitais ex vivo. As diferenças foram consideradas significativas quando 
P≤0,05. O EEPp (1, 10 e 100 mg/kg) inibiu a hiperalgesia mecânica em 98 ± 9%, 81 ± 9% e 
87 ± 4%, não alterou a atividade locomotora espontânea e aumentou em 70 ± 5%, 72 ± 7% 
e 73 ± 7% a latência de queda no Rotarod, respectivamente. Além disso, a histologia 
revelou que o EEPp (1, 10 e 100 mg/kg) induziu neoformação óssea na extensão do defeito 
em 89 ± 3%, 79 ± 6% e 74 ± 10%, respectivamente. As análises de µCT revelaram perda de 
massa óssea no grupo OVX e mostrou que a dose de 1 mg/kg do EEPp consolidou 70% do 
defeito ósseo em 40 dias pós-OST. O EEPp não causou inconsistências na ingesta de ração 
e água dos animais. Porém, o EEPp na dose de 100 mg/kg parece ser hepatotóxica, pois, 
além de alterar cor e textura, aumentou o peso relativo do coração (6 ± 1%), pulmões (7 ± 
2%) e fígado (21 ± 1%), bem como elevou os níveis séricos de GGT em 64 ± 19%.  








Os ossos são órgãos formados 
predominantemente por tecido ósseo, um 
tipo de tecido conjuntivo especializado, 
composto por células (osteoblastos, 
osteócitos e osteoclastos) e uma matriz 
constituída por substâncias orgânicas e 
inorgânicas. A massa óssea nos adultos é 
mantida localmente pelo balanço entre 
reabsorção e formação óssea, envolvendo 
assim, a ação coordenada dos 
osteoclastos e osteoblastos. Quando há 
um desequilíbrio na remodelação óssea 
em favor da reabsorção, resultando em 
perda acumulativa de massa óssea e 
enfraquecimento do esqueleto, podem 
ocorrer doenças musculoesqueléticas. 
Neste contexto, a osteoporose ganha 
papel de destaque, pois é marcada pela 
perda progressiva da massa óssea e 
fragilidade dos ossos, que pode levar a 
fraturas graves de difícil tratamento, sendo 
a causa mais comum de dores intensas 
prolongadas e incapacidade física que 
atingem milhares de pessoas em todo o 
mundo (Manolagas, 2000).  
A perda de estrógeno na menopausa 
é o principal contribuinte para a 
patogênese da osteoporose. Assim, o 
modelo animal mais utilizado para estudar 
as consequências de perda na estrutura e 
resistência óssea é o de rata 
ovariectomizada (Thompson et al., 1995), 
pois mimetiza as condições ósseas na 
mulher após a menopausa. Neste 
contexto, os produtos naturais têm sido 
reconhecidos como fármacos efetivos 
para uma grande variedade de indicações 
terapêuticas (Mishra & Tiwari, 2011). 
Assim, a Pterodon pubescens (Fig. 1), 
uma espécie arbórea nativa do cerrado 
brasileiro conhecida popularmente por 
sucupira parece ser uma ótima opção 
terapêutica, pois vem sendo utilizada 
empiricamente há muito tempo para o 
tratamento de problemas reumáticos e 
musculoesqueléticos, tais como a 
osteoporose, artrite, artrose, gota, etc.  
Devido às suas propriedades 
farmacológicas, os frutos de Pterodon 
pubescens (Fig. 1) (erroneamente 
chamados de sementes) são comumente 
comercializados em mercados populares. 
A maior classe de metabólitos 
secundários desta espécie vegetal são 
diterpenos com esqueleto vouacapânicos, 
estruturas pertencentes ao grupo dos 
terpenos (Nucci et al., 2012). Spindola et 
al. (2010) analisaram o efeito dos 
compostos isolados geranilgeraniol e 
ácido 6α,7β-dihidroxivouacapan-17β-oico, 
mostrando que os mesmos agem em 
sinergismo e não apresentam atividade 
relevante quando testados isoladamente, 
sugerindo que o efeito anti-inflamatório da 
Pterodon pubescens se dá pela interação 





e não pelos compostos majoritários 
isolados.  
 
Figura 1 – Pterodon pubescens Benth. 
 
(A) Árvore de Pterodon pubescens localizada no Jardim 
Botânico de Brasília (DF) (localização exata: 15°52'1.01"S 
47°49'45.65"W). (B) Foto obtida na época de floração. (C) 
Fruto de Pterodon pubescens colhido da árvore. Fonte: 
Elaborado pela autora (2018). 
 
Dentre as atividades biológicas já 
estudadas no tecido ósseo em geral, 
podemos destacar efeito antiartrítico do 
extrato hidroalcoólico das sementes de P. 
pubescens em modelo experimental de 
artrite induzida por colágeno II (Sabino et 
al., 1999; Coelho, Sabino, & Dalmau, 
2004). Ademais, Hoscheid et al. (2013) 
mostraram que frações hexânicas de 
Pterodon pubescens apresentam 
atividade anti-inflamatória, isenta de 
toxicidade, nos modelos de pleurisia 
induzida pela carragenina e de artrite 
induzida por CFA. Assim, as observações 
anteriores sugerem que a planta medicinal 
Pterodon pubescens tem um potencial 




Avaliar os efeitos do tratamento com 
extrato etanólico de Pterodon pubescens 
no reparo de defeito femoral em ratas 
ovariectomizadas. 
Materiales y Métodos 
Todos os experimentos (Fig. 2) foram 
conduzidos com ratas Sprague-Dawley 
(de 2 meses pesando inicialmente ≈ 200 
g) após aprovação do protocolo nᵒ 4358-1, 
estando de acordo com as normas da 
CEUA-UNICAMP (2017).  
 
Figura 2 – Cronograma das avaliações 
 
Foram realizadas duas cirurgias, ovariectomia (OVX) 
bilateral (induzir osteoporose) e osteotomia (OST) femoral 
(avaliar reparo ósseo) e alguns testes comportamentais 
como von Frey, Open-field e Rotarod. Foram feitas 
análises morfológicas no fêmur (µCT e histomorfometria) e 
retirados órgãos vitais para análises toxicológicas de peso 
relativo, textura, cor e de marcadores bioquímicos. Fonte: 
Elaborado pela autora (2018). 
 
A osteoporose foi induzida por 
ovariectomia bilateral (OVX), conforme 
Chen et al. (2014). O sucesso da OVX foi 
analisado por µCT de alta resolução 
(SkyScan 1272, Bruker). Os animais 
foram tratados com o extrato etanólico de 
Pterodon pubescens (EEPp) nas doses de 
1, 10 e 100 mg/kg, por 93 dias 
consecutivos, iniciando no 15º dia pós-
OVX. Para o estudo do reparo ósseo uma 
fratura proximal de fêmur foi induzida por 
osteotomia (OST), criando um defeito 
ósseo de tamanho não crítico (2,3 mm 
diâmetro), conforme descrito 
anteriormente por Batista et al. (2015). A 
dor dos animais foi avaliada de acordo 
com as normas éticas para o estudo da 
dor com animais de laboratório 





procedimentos cirúrgicos, pelo teste de 
Von-frey eletrônico que determina 
hiperalgesia mecânica em gramas (g). 
Ademais, foram realizadas a verificação 
semanal de peso dos animais, ingesta de 
ração e água por 12 semanas 
consecutivas, bem como a avaliação da 
atividade locomotora espontânea (Open-
field Test) e da atividade locomotora 
forçada em cilindro giratório (Rotarod).  
As análises de microtomografia 
computadorizada (µCT) foram realizadas 
nos fêmures direitos utilizando dois 
microtomógrafos diferentes (Fig. 3).  
 
Figura 3 – Microtomógrafos de raios X  
 
(A) O µCT SkyScan 1178 foi utilizado para o 
acompanhamento in vivo do reparo ósseo. (B) O µCT 
SkyScan 1272 foi utilizado para quantificação da perda da 
massa óssea, ex-vivo. Fonte: a autora (2018). 
 
Para acompanhamento do reparo 
ósseo no fêmur ao longo do tempo (24 
horas, 20, 30 e 40 dias após OST) foi 
utilizado o microtomógrafo de raios X - 
SkyScan 1178, Bruker (Fig. 3A). Para 
verificação da perda de massa óssea dos 
animais do grupo controle doente (OVX) 
em relação aos animais do grupos 
controle saudável (Sham), foi utilizado o 
microtomógrafo de raios X de alta 
resolução - SkyScan 1272 (Fig. 3B), 
Bruker, 105 dias após OVX.  
Concluído os testes comportamentais, 
os animais foram eutanasiados por dose 
excessiva de anestésico. Os fêmures 
foram desarticulados para realização de 
análise histomorfométrica da região do 
defeito ósseo, a partir de microtomografia 
e usando técnicas histológicas de rotina 
com coloração de Hematoxilina-Eosina 
(HE). Ademais, foram realizadas análises 
de parâmetros toxicológicos para observar 
possíveis alterações morfológicas e 
bioquímicas em órgãos vitais, como 
coração, pulmões, fígado, baço e rins. 
Macroscopicamente, foram analisados 
tamanho (peso relativo), cor e textura de 
órgãos vitais. Microscopicamente, foi 
realizada análise histopatológica dos 
órgãos vitais usando técnicas histológicas 
de rotina com coloração de HE. 
Bioquimicamente, foram avaliados 
marcadores de lesão hepática pela 
atividade das enzimas transaminase 
glutâmica oxalacética (TGO), 
transaminase glutâmico pirúvica (TGP) e 
gamaglutamiltransferase (GGT), renal 
(concentrações séricas de creatinina e 
ureia) e cardíaca pela atividade da 
creatina quinase (CK), utilizando kits 
comerciais específicos. Os resultados 
foram expressos como média ± erro 
padrão da média. As diferenças foram 
consideradas significativas quando 
P≤0,05. Para todos os cálculos 
estatísticos foi utilizado o software 
GraphPad Prism versão 7.0 (GraphPad 





Resultados y Discusión  
A figura 4 mostra claramente a perda 
da massa óssea, com uma diminuição do 
volume ósseo e um importante 
espaçamento entre as trabéculas ósseas 
na cabeça do fêmur (vista superior) e na 
epífise proximal do fêmur (vista anterior), 
nos animais controle doente (OVX+OST) 
em relação aos animais controle 
saudáveis (Sham). 
 
Figura 4 – Perda de massa óssea em 
ratas ovariectomizadas 
 
Imagens de microtomografia de alta resolução mostram 
claramente a perda da massa óssea nos animais controle 
doente (OVX) em relação ao controle saudável (Sham). 
Fonte: a autora (2018). 
 
A figura 5 mostra uma quantificação 
preliminar realizada pela binarização das 
imagens dentro do volume de interesse 
(VOI) na epífise proximal do fêmur de 
ratas ovariectomizadas, utilizando o 
software analisador do Skyscan para 
quantificação de imagens 3D, o CTAN. 
Nossos resultados preliminares revelam 
uma diferença visual dos valores de 
medidas ósseas, como volume total ósseo 
(Fig. 5A), a porosidade total (Fig. 5B) e a 
relação da superfície/volume (Fig. 5C) nos 
animais OVX em relação aos Sham.  
 
Figura 5 – Medidas ósseas extraídas das 
imagens de µCT 
 
O Volume total ósseo (A), a Porosidade total (B) e a 
relação da Superfície/Volume (C) da epífise proximal do 
fêmur. Cada coluna representa a média de valores obtidos 
de 2 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. A 
estatística foi determinada pelo teste de Kruskal-Wallis 
seguido pelo teste de Dunn’s. Fonte: a autora (2018). 
 
A proporção da superfície óssea para 
o volume medido (Fig. 5C) em 3D dentro 
do volume de interesse (VOI) é um 
parâmetro básico e útil para caracterizar a 
espessura e a complexidade das 
estruturas, ou seja, quanto menor o valor 
da relação do percentual de superfície por 
volume ósseo (BS/BV), maior será a 
espessura e complexidade do material.  
A figura 6 ilustra um histograma da 
espessura (Tb.Th) e separação (Tb.Sp) 
trabecular, conseguidos pelo software 
analisador do Skyscan para quantificação 
3D, o CTAN, com um intervalo de dois 
pixels.  
 
Figura 6 – Histograma da espessura e 
separação trabecular 
 
Distribuição gráfica da espessura e separação trabécular 






O histograma (Fig. 6) revela 
visualmente que a distribuição de 
espessura e separação trabecular é um 
método poderoso para caracterizar a 
forma de uma estrutura complexa.  
Nossos resultados mostram que o 
animal OVX possui maior número de 
trabéculas menos espessas, ≈ 0,2 mm 
cada. Enquanto que o animal Sham 
possui maior número de trabéculas com 
menor separação, ou seja, menor 
distância entre uma trabécula óssea e 
outra, ≈ 0,2 mm cada. 
A figura 7 ilustra a progressão do 
reparo ósseo em fêmur de ratas 
ovariectomizadas.  
 
Figura 7 – Acompanhamento do reparo 
ósseo por µCT 
 
Acompanhamento da progressão do reparo ao longo do 
tempo. Destaque para a dose de 1 mg/kg de EEPp que 
consolidou 70% do defeito em 40 dias pós-OST. Fonte: 
Elaborado pela autora (2018). 
 
As imagens de Micro-CT (Skyscan 
1178, Bruker) foram realizadas nas ratas 
osteoporóticas em 1, 20, 30 e 40 dias pós-
OST. Nossos resultados mostram que em 
40 dias após OST o EEPp nas doses de 
1, 10 e 100 mg/kg consolidou o defeito 
ósseo em 70%, 40% e 30%, 
respectivamente. Sugerindo que o EEPp 
(1 mg/kg) seja a dose mais eficaz na 
recuperação de fraturas osteoporóticas. 
A figura 8 mostra a variação (Δ) do 
peso, Δ da ingesta de ração e de água. 
 
Figura 8 – Acompanhamento do peso e 
da ingesta de ração e de água  
 
Acompanhamento da variação do peso (A), ingesta de 
ração (B) e ingesta de água (C) dos animais ao longo do 
periodo de tratamento crônico com o EEPp (1-100 mg/kg, 
i.g.) Cada ponto representa a média dos valores obtidos 
com 6-7 ratas e as linhas verticais indicam E.P.M. Os 
asteriscos (*) denotam os níveis de significância, quando 
comparado com o grupo controle saudável SHAM 
(*P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001). A significância 
estatística foi determinada com ANOVA de duas vias 
seguido pelo teste de Bonferroni para múltiplas 






Na primeira semana pós-cirurgia de 
ovariectomia (OVX) os animais 
diminuíram a variação (Δ) do peso (Fig. 
8A), Δ da ingesta de ração (Fig. 8B) e Δ 
da ingesta de água (Fig. 8C), respostas 
normais após um procedimento cirúrgico. 
As ratas receberam 7 dias de cuidados 
pós-cirúrgicos. Neste período os animais 
foram tratados com cloridrato de tramadol 
(5 mg/kg, s.c.) para alívio da dor pós-
cirúrgica e enrofloxacina (1 mg/kg, i.m.) 
para evitar infecção bacteriana. Então, 
ficou notável a partir da 2ª semana pós-
OVX a normalização do Δ peso (Fig. 8A), 
Δ da ingesta de ração (Fig. 8B) e Δ da 
ingesta de água (Fig. 8C) nos animais, 
mostrando que os cuidados pós-cirúrgicos 
foram satisfatórios. Destacamos os 
resultados das doses de 1 e 10 mg/kg do 
EEPp, que apresentaram aumento 
significativo e progressivo do Δ peso (Fig. 
8A) na 2ª semana (88 ± 16% e 100 ± 24%, 
respectivamente) e na 3ª semana (117 ± 
32% e 138 ± 16%, respectivamente), em 
relação ao grupo controle saudável 
(Sham). Ademais, observa-se que a dose 
de 1 mg/kg do EEPp aumentou 
significativamente a ingesta de ração (Fig. 
8B) na 2ª semana em 14 ± 1% e 
continuou se alimentando mais até a 7ª 
semana (19 ± 2%), em relação ao grupo 
controle saudável (Sham), mostrando que 
doses menores do extrato apresentam 
melhor recuperação. Porém, observamos 
que o grupo controle OVX aumentou 
significativamente a ingesta de ração (Fig. 
8B) entre a 3ª e 8ª semana (valor médio 
de 17 ± 2%) e diminuiu significativamente 
a ingesta de água (Fig. 8C) em 16 ± 2% a 
partir da 5ª semana pós-OVX, chegando a 
uma diminuição brusca de 27 ± 4%, na 
12ª semana (Fig. 8C), em relação ao 
grupo controle saudável (Sham). Além 
disso, o grupo controle OVX diminuiu 
bruscamente o Δ peso em 186 ± 26% na 
11ª semana e aumentou rapidamente na 
12ª semana em 75 ± 16%, mostrando uma 
instabilidade metabólica neste grupo, 
provavelmente devido ao agravamento da 
doença nesta fase. 
A figura 9 exibe os resultados do 
teste do campo aberto (Open-field).  
 
Figura 9 – Efeito do EEPp sobre a 
atividade locomotora espontânea  
 
Efeito do tratamento crônico com o EEPp (1-100 mg/kg, 
i.g.) sobre a atividade locomotora espontânea dos 
animais, nos 3 tempos avaliados: “Basal” foi antes da 
OVX. “ANTES-OST” foi após 90 dias de OVX (antes OST). 
“PÓS-OST” foi após 105 dias de OVX (15 dias da OST). 
Cada ponto representa a média dos valores obtidos a 
partir de 6-7 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. A 
análise de grupo não mostrou diferença estatística por 
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni, 
entre os 3 tempos avaliados, quando comparado com o 
grupo controle OVX. As cerquilhas (#) denotam os níveis 
de significância dos grupos, quando comparado com seus 
valores basais (per se), antes da OVX (###P<0,001). Fonte: 






Este teste foi realizado para verificar a 
deambulação espontânea dos animais 
pelo número de cruzamentos 
atravessados na arena com todas as 
patas, contabilizado durante 6 minutos. 
Nossos resultados demonstraram que o 
tratamento crônico com o EEPp não altera 
a deambulação espontânea dos animais 
em nenhum grupo tratamento em relação 
ao grupo controle OVX, nos 3 tempos 
avaliados (Fig. 9), revelando que o 
tratamento crônico com o extrato bruto de 
Pterodon pubescens não apresenta 
efeitos colaterais aparente sobre a 
locomoção espontânea dos animais, tais 
como sedação e/ou disfunção motora. 
Esses resultados corroboram com 
Nucci-Martins et al. (2015) que também 
mostraram a ausência de efeitos 
colaterais sobre a deambulação 
espontânea de animais tratados com 
EEPp em modelo de dor neuropática. 
Porém, nossos resultados mostraram que 
todos os grupos submetidos a OVX 
apresentaram diferença significativa “per 
se” em 90 dias pós-OVX quando 
comparados com seus valores basais, 
apresentando diminuição significativa na 
deambulação espontânea de 60 ± 9% 
para o grupo controle OVX e diminuição 
de 67 ± 10%, 75 ± 8% e 71 ± 12% para as 
doses de 1, 10 e 100 mg/kg do EEPp, 
respectivamente (Fig. 9). Esse resultado 
revela diminuição locomotora causada 
pelo agravamento do quadro 
osteoporótico em 90 dias pós-OVX. 
A figura 10 mostra os resultados do 
teste de rotarod usando protocolo 
acelerado (4-40 rpm), que é utilizado para 
avaliar coordenação motora e equilíbrio.  
 
Figura 10 – Efeito do EEPp sobre a 
locomoção forçada em cilindro giratório  
 
Efeito do tratamento crônico com o EEPp (1-100 mg/kg, 
i.g.) sobre a atividade locomotora forçada em cilindro 
giratório, nos 3 tempos avaliados: “Basal” foi antes da 
OVX. “ANTES-OST” foi após 90 dias de OVX (antes OST). 
“PÓS-OST” foi após 105 dias de OVX (15 dias da OST). 
Cada ponto representa a média dos valores obtidos a 
partir de 6-7 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. 
Os asteriscos (*) denotam os níveis de significância, 
quando comparado com o grupo controle OVX (**P<0,01 e 
***P<0,001). A significância estatística foi determinada por 
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni, 
para múltiplas comparações. Fonte: a autora (2018). 
 
O aparelho de Rotarod possui um 
sensor de queda no chão de cada baia 
que para um cronômetro quando o animal 
cai e registra a latência de queda. Em 
cada sessão, foi calculada a média da 
latência de queda para 4 trials. Nossos 
resultados mostram que o grupo controle 
OVX diminuiu significativamente a 
capacidade de locomoção forçada, em 
relação ao grupo controle Sham, nos dois 
últimos tempos avaliados, após 90 dias de 
OVX (45 ± 5%) e após 15 dias de OST (53 





coordenação motora e equilíbrio neste 
grupo. 
Estes achados são coerentes aos de 
Rauf et al. (2015), que também 
demostraram um aumento na latência de 
queda em animais 12 semanas após 
OVX, e corroboram com os resultados 
obtidos no Open-field mostrando que 
nesta fase da doença os animais do grupo 
controle OVX estão com bastante 
dificuldade locomotora. Em contrapartida, 
a figura 10 também revela visualmente a 
recuperação dos animais nos grupos 
tratados com EEPp, que aumentaram a 
latência do tempo de queda a valores 
próximos ou ainda maiores que dos niveis 
basais em 90 dias pós-OVX (ANTES-
OST). Os valores adquiridos são de 46 ± 
5%, 42 ± 6% e 35 ± 6% para as doses de 
1, 10 e 100 mg/kg do EEPp, 
respectivamente. A menor dose do extrato 
(EEPp 1 mg/kg) obteve maior latência do 
tempo de queda em 90 dias pós-OVX e, 
consequentemente, melhor recuperação 
da coordenação motora e equilíbrio 
nesses animais. Porém, esta mesma dose 
do extrato não foi capaz de recuperar 
significativamente a coordenação motora 
e equilíbrio após OST em relação aos 
outros grupos tratados com o EEPp 10 
mg/kg (65 ± 16%) e 100 mg/kg (60 ± 
24%). 
A figura 11 demonstra dos resultados 
do teste de von Frey eletrônico, que avalia 
hiperalgesia mecânica que pode ser 
traduzida como nocicepção/dor.  
 
Figura 11 – Efeito do EEPp sobre a 
hiperalgesia mecânica induzida por OST 
em ratas ovariectomizadas 
 
Efeito do tratamento crônico com o EEPp sobre a 
nocicepção induzida por osteotomia femoral (OST) 
Decurso temporal da dose 24h após OST (A) e avaliação 
diária da hiperalgesia mecânica por 15 dias (B). Cada 
ponto representa a média dos valores obtidos em 6-7 
animais e as linhas verticais indicam E.P.M. Os asteriscos 
(*) denotam os níveis de significância, quando comparado 
com o grupo controle OVX (*P<0,05; **P<0,01 e 
***P<0,001). As cerquilhas (#) indicam diferenças 
significativas do grupo controle, quando comparado com o 
grupo Sham (###P<0,001). A significância estatística foi 
determinada com ANOVA de duas vias seguido pelo teste 
de Bonferroni. B: limiar basal de retirada da pata. Fonte: 
Elaborado pela autora (2018). 
 
Primeiramente, os animais foram 
submetidos ao teste para caracterização 
da resposta basal “B”, 24h antes 
ovariectomia (OVX). Então, as ratas foram 
avaliadas no teste de von Frey após 90 
dias da indução de osteoporose por OVX, 
ou seja, 24h antes OST. Então, foram 
realizadas dois tipos de avaliação com o 
teste de von Frey a partir de 24h após 
OST, um “time course” (Fig. 11A) do 
possível efeito antinociceptivo do extrato e 





para avaliar a resposta nociceptiva 
durante 15 dias. De maneira geral, é 
possível observar na figura 11 (A e B) um 
agravamento do quadro osteoporótico 
após 90 dias de OVX, devido a uma 
resposta nociceptiva significativa de 42 ± 
1% observada no grupo controle OVX 
antes da indução da osteotomia (OST). 
Esta dor observada antes OST 
provavelmente deve-se ao aumento das 
microfraturas osteoporóticas nesta fase da 
doença, como também foi observado por 
Naito et al. (2017), que verificaram 
hiperalgesia mecânica significativa em 
grupos de camundongos 
ovariectomizados em relação a grupos 
Sham. A resposta dolorosa no grupo 
controle OVX aumentou bruscamente em 
80 ± 2% após OST, em relação ao grupo 
controle Sham (saudável).  
Para verificar a resposta de potência 
e duração das doses do EEPp frente à 
hiperalgesia mecânica, foi realizada uma 
curva de dose-resposta (time course) 24h 
após a realização da OST (Fig. 11A) e 
constatamos um efeito antinociceptivo 
significativo com potência de inibição da 
resposta nociceptiva de 98 ± 9%, 81 ± 9% 
e 87 ± 4%, 1 hora após tratamento com o 
EEPp nas doses 1, 10 e 100 mg/kg, 
respectivamente. Este efeito durou até 4 
horas após tratamento em todas as doses 
do EEPp (1-100 mg/kg, i.g.), 
apresentando inibição de 43 ± 4%, 40 ± 
2% e 45 ± 4%, respectivamente. Além 
disso, o efeito antinociceptivo foi mantido 
por até 5 horas nas doses de 10 mg/kg 
(24 ± 3%) e 100 mg/kg (24 ± 2%). 
Na avaliação diária da hiperalgesia 
mecânica (Fig. 11B), o teste de von Frey 
revelou que o EEPp (1-100 mg/kg, i.g.) 
tem eficaz capacidade de inibição da 
resposta dolorosa do lado ipsilateral à 
fratura do fêmur, em ratas osteoporóticas, 
quando comparado ao grupo controle 
OVX. A média de inibição do EEPp 
durante os primeiros 9 dias após OST 
foram de 70 ± 5%, 72 ± 7% e 73 ± 7% 
para as doses de 1, 10 e 100 mg/kg, 
respectivamente.  
Ressaltamos que o tratamento foi 
interrompido no 10o e 11o dias para 
demonstrar que o tratamento crônico com 
o EEPp (1-100 mg/kg, i.g.) não causa 
efeitos colaterais de tolerância ou efeito 
cumulativo. O retorno total da dor quando 
interrompido o tratamento mostrou que o 
extrato não tem efeito cumulativo e a 
constância na potência de inibição da 
resposta dolorosa pós-tratamento com o 
extrato, durante todo período que os 
animais foram avaliados, demonstrou que 
o EEPp (1-100 mg/kg, i.g.) não apresenta 
efeito de tolerância. No 12o dia o 
tratamento foi reiniciado e, novamente o 
EEPp mostrou-se efetivo em reduzir a 
hiperalgesia mecânica induzida pela OST, 
apresentando inibições de 87 ± 8%, 87 ± 
5% e 89 ± 4% nas doses de 1, 10 e 100 
mg/kg, respectivamente. Além disso, no 
15o dia o tratamento com o extrato foi 





nociceptiva causada pela OST. Esses 
dados corroboram com os de Nucci-
Martins et al. (2015) que também 
observaram efeito antinociceptivo causado 
pelo EEPp em modelo de lesão 
neuropatica em camundongos. Assim, 
podemos concluir ineditamente que a 
planta medicinal Pterodon pubescens 
possui importante efeito terapêutico para o 
tratamento da dor causada por fratura em 
quadros de osteoporose, sem apresentar 
efeitos colaterais de tolerância ou efeito 
cumulativo. 
A figura 12 mostra a histomorfometria 
da extensão do defeito ósseo com médias 
de 1.199,78 µm para o grupo controle; 
130,46 µm para o grupo EEPp 1 mg/kg; 
248,24 µm para o grupo EEPp 10 mg/kg e 
313,45 µm para o grupo EEPp de 100 
mg/kg. Portanto, nossos resultados 
demonstram que o tratamento crônico 
com o EEPp (1-100 mg/kg) foi capaz de 
induzir neoformação óssea na extensão 
do defeito em 89 ± 3%, 79 ± 6% e 74 ± 
10%, para as doses de 1 mg/kg, 10 mg/kg 
e 100 mg/kg, respectivamente. Podemos 
observar na figura 12 que visualmente a 
menor dose do EEPp (1 mg/kg) que 
apresenta um tipo de reparo mais linear 
entre as bordas do defeito 
ósseo. Assim, estes resultados inéditos 
sugerem que a Pterodon pubescens 
apresenta importante e rápida capacidade 
de reparo ósseo em osso osteoporótico e 
pode ser um potencial alvo para 
tratamento de fraturas em ossos 
osteoporóticos. 
 
Figura 12 – EEPp induz neoformação 
óssea após OST 
 
Fotomicrografias de cortes transversais com 4 µm de 
espessura da região mediana da fratura por histologia com 
HE. O tratamento crônico com EHEg (1-100 mg/kg) induz 
neoformação óssea na região da fratura, 15 dias de OST. 
No gráfico, cada coluna representa a média de valores 
(em µm) obtidos de 5 animais na extensão da fratura, e as 
linhas verticais indicam E.P.M. Os asteriscos (*) denotam 
os níveis de significância, quando comparado com o grupo 
controle (***P<0,001). A significância estatística foi 
determinada utilizando o teste de Kruskal-Wallis seguido 
pelo teste de Dunn’s para múltiplas comparações. Todas 
as lâminas foram analisadas em objetiva de 4-40x com 
binocular de 10x e as fotos foram tiradas usando objetiva 
de 4x. NO: região de neoformação óssea. Fonte: 
Elaborado pela autora (2018). 
 
A figura 13 revela a diferença 
macroscópica de tamanho e cor do fígado 
de um animal tratado cronicamente com a 
dose de 100mg/kg do EEPp com a de um 
fígado de um animal controle OVX. No 
momento da eutanásia dos animais foi 
realizada a retirada de alguns órgãos 
vitais (coração, pulmão, fígado, baço e 
rins) para análise toxicológica preliminar 
de cor, textura e peso relativo. Mudanças 
macroscópicas foram observadas na 
morfologia hepática do grupo tratado com 
EEPp 100mg/kg. Os fígados desses 
animais estavam esfacelando com 
facilidade e apresentavam textura mole, 
cor pálida com nuances amarelo-





aumentado, quando comparados aos 
órgãos do grupo controle OVX.  
 
Figura 13 - Hepatomegalia causada pelo 
tratamento crônico com EEPp 100 mg/kg 
 
Efeito do tratamento crônico com EEPp 100 mg/kg sobre a 
morfologia hepática quando comparado com o fígado de 
um animal controle OVX. Fonte: a autora (2018). 
 
A Tabela 1 mostra a análise do peso 
relativo dos órgãos vitais e revela um 
aumento significativo no peso do coração, 
pulmões e fígado no grupo tratado com 
EEPp 100 mg/kg em relação ao grupo 
controle OVX.  
 
Tabela 1 – Efeito do EEPp sobre o peso 
relativo dos órgãos 
 
Efeito do tratamento crônico com EEPp 1-100 mg/kg sobre 
o peso relativo dos órgãos. Cada célula da tabela 
representa a média ± E.P.M dos valores obtidos a partir de 
6-7 animais. Os asteriscos (*) denotam os níveis de 
significância, quando comparado ao grupo controle OVX 
(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0,001). A significância 
estastística foi determinada com ANOVA de uma via 
seguido pelo teste Student-Newman-Keuls. Fonte: 
Elaborado pela autora (2018). 
 
Os aumentos foram de 6%±1%, 
7%±2% e 21%±1% respectivamente. 
Estes dados corroboraram com os 
achados da análise macroscópica e 
confirmam que as doses do EEPp 1 mg/kg 
e 10 mg/kg são doses seguras para 
tratamento terapêutico crônico e que a 
dose de 100 mg/kg deve ser evitada em 
tratamento crônico. Nucci-Martins et al. 
(2015) não observaram esse efeito no 
tratamento de curto prazo (15 dias) com 
EEPp 100 mg/kg em modelo de dor 
neuropática em camundongos. Isto sugere 
que a toxicidade do extrato nessa dose 
seja em decorrência da duração do 
tratamento, o que é um agravante em 
doenças que demandam um tratamento 
crônico, como a osteoporose. Os 
resultados da tabela 1 não mostram 
alterações nos grupos EEPp 1 mg/kg e 
10mg/kg em relação ao grupo controle 
OVX, sugerindo que estas doses são 
seguras para tratamento crônico. 
A figura 14 mostra a análise 
histopatológica do fígado dos animais, que 
revelou que o tratamento crônico (90 dias) 
com EEPp (1-100 mg/kg) não causa 
qualquer tipo de alteração estruturais e/ou 
tumorais, nem tampouco apresentou focos 
de inflamação e/ou possíveis regiões 
fibróticas e/ou hipertrofia / hipotrofia / 
hiperplasia no coração, pulmões, baço e 
rins. Porém, a análise histopatológica do 
fígado revelou uma hipertrofia dos 
hepatócitos. Este achado corrobora com a 
observação macroscópica do fígado que 
revelou uma hepatomegalia, bem como 
com os resultados do peso relativo dos 
órgãos que mostrou um significativo 
aumento do peso relativo do fígado de 
animais tratados com a dose de 100 





fígado dos animais controle doente OVX e 
controle saudável Sham. Assim, podemos 
sugerir que a planta medicinal Pterodon 
pubescens em baixas doses não 
apresenta efeitos tóxicos aparentes em 
órgão vitais e pode ser uma alternativa 
terapêutica segura para o tratamento de 
osteoporose, mas a dose de 100 mg/kg 
deve ser evitada em tratamento crônico. 
 
Figura 14 – Histologia do fígado 
 
Fotomicrografias do fígado não mostraram diferenças 
histopatológicas em aumento de 4x (Sham) e 20x (Sham, 
Controle, EHEg 1-10 mg/kg) a partir de cortes transversais 
de 4 µm de espessura, corados com hematoxilina-eosina, 
após 90 dias de tratamento intragástrico com EHEg. 
Porém, a dose de 100 mg/kg revelou que uma hipertrofia 
nos hepatócitos. Fonte: Elaborado pela autora (2018). 
 
A Tabela 2 mostra os resultados 
obtidos da dosagem de marcadores de 
toxicidade. No dia da eutanásia, o sangue 
dos animais foi recolhido, centrifugado e o 
soro foi armazenado em biofreezer para 
uma análise bioquímica. Então, foram 
dosados marcadores bioquímicos de 
função hepática (atividade das enzimas 
TGO, TGP, GGT), renal (concentrações 
séricas de creatinina e ureia) e cardíaca 
(atividade das enzima CK), utilizando kits 
comerciais específicos. Nossos resultados 
demonstram que o tratamento crônico 
com EEPp (1 e 10 mg/kg) não alteram a 
atividade das enzimas TGO, TGP, GGT 
em relação aos grupos controle 
negativo/doente (OVX) e controles 
saudável (Sham), sugerindo que os 
tratamentos crônicos não causam lesão 
hepática nos animais. 
Tabela 2 – Efeito do tratamento crônico 
com EEPp sobre marcadores bioquímicos 
de toxicidade 
 
Os valores médios de 6-7 animais representam a média ± 
E.P.M. *P<0,05 vs grupo controle (ANOVA de uma via 
seguido pelo teste Student-Newman-Keuls). Fonte: 
Elaborado pela autora (2018). 
 
Do mesmo modo, não houveram 
alterações na CK, sugerindo que o 
tratamento crônico com EEPp (1 e 10 
mg/kg) não causa lesão cardíaca, 
muscular e/ou encefálica, pois a CK não é 
específica só para o tecido cardíaco. 
Porém, o tratamento com EEPp (100 
mg/kg) aumentou em 64 ± 19% os níveis 
séricos de GGT, sugerindo uma 
hepatotoxicidade nesta dose em 
decorrência do tratamento crônico. 
 
Conclusiones 
Os resultados desse estudo destacam 
ineditamente a planta medicinal Pterodon 
pubescens como uma alternativa 
terapêutica útil para o tratamento da 
osteoporose. O EEPp apresenta efeito 
benéfico sobre a dor, por promover 
significativa diminuição da hiperalgesia 





submetidas a osteotomia femoral. O 
tratamento crônico com o EEPp não altera 
a atividade locomotora dos animais e tem 
um importante papel na consolidação de 
fraturas em osso osteoporótico. Embora 
os testes comportamentais não revelaram 
qualquer efeito indesejado aparente, as 
avaliações macroscópicas e a análise 
bioquímica revelaram um achado 
importante e inédito sobre a janela 
terapêutica da planta medicinal Pterodon 
pubescens em tratamento crônico que 
deve ser considerado. Estes resultados 
mostraram que o tratamento crônico com 
o EEPp na dose de 100 mg/kg tem 
potencial hepatotóxico importante, além 
de aumentar o peso relativo do coração e 
pulmões. Portanto, esta dose deve ser 
evitada em tratamentos prolongados para 
garantir melhor segurança ao paciente. 
Este estudo reproduziu em animais o que 
já é observado empiricamente em seres 
humanos no Brasil, agregando novas 
evidências científicas que valorizam o uso 
popular da Pterodon pubescens com 
segurança no tratamento da osteoporose. 
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